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CDDP  cisplatin 
MMP  matrix metalloproteinases 
NGFR  nerve growth factor receptor 
BDNF  brain-derived neurotrophic factor 
NT3  neurotrophin-3 
NT4  neurotrophin-4 
PBS  phosphate-buffered saline : リン酸緩衝生理食塩水 
NOG  non-obese diabetic/ severe combined immune- deficient/ interleukin-2  
                receptor γnull 
EGF  epidermal growth factor 
FGF  fibroblast growth factor 
EpCAM  epithelial cell adhesion molecule 
TNF  tumor necrosis factor 
APC  alophycocyanin 
FITC  fluorescein isothiocyanate 
HE  hematoxylin and eosin 

























































































約 50mm3のサイコロ状腫瘍組織を移植した。腫瘍形成は 1週間に 1度、触診と視診により








の Collagenase/Dispase （Roche）と 1mg/ml の DNase（Roche）を含んだ PBS(-)酵素懸
濁液 20mlにて、37℃中で 2～3時間、腫瘍組織が完全に消化されるまで反応させた。腫瘍
消化を促進するため 1 時間に 1 回 10ml のピペットで撹拌した。反応後の細胞懸濁液を 40
μm のナイロンメッシュにて濾過後、PBS(-)で 3 回洗浄した。遠心後、分離された細胞は
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セルソーターを含む Flow cytometry、もしくは sphere培養に利用した。Sphere培養には
DMEM/F12メディウムに B27サプリメント（Invitrogen）、EGF 20ng/μl（Peprotech）、
βFGF 20ng/μl（Peprotech）を加えた培養液を用い、培養シャーレには Corning の超低
接着表面培養シャーレを用いた。 
 
３． Flow cytometry解析とセルソーティング 
上記操作により単細胞に分離された細胞を 3%FBS 含 PBS(-)バッファーで懸濁した。こ
れらの細胞の染色には、FITC 標識抗ヒト EpCAM抗体（1:10、Miltenyi Biotec）、APC標
識抗ヒト CD271抗体（1:10、Miltenyi Biotec）、APC 標識抗ヒト CD44抗体（1:10、Becton 
Dickson）、APC標識抗ヒト CD133抗体（1:10、Miltenyi Biotec）を用い、アイソタイプ
コントロールとして APC標識、FITC標識抗ヒトマウス IgG1κアイソタイプコントロール
抗体（1:20、Biolegend、Milteny Biotec）を使用した。死細胞除去のため 1μg/ml の 7-AAD
（Sigma）を使用した。染色後の細胞の解析には FACSCanto TM II（Becton Dickinson）
もしくは FACSAria TM II（Becton Dickinson）を用い、セルソーティングには FACSAria TM 
II（Becton Dickinson）を用いた。 
 
４． Real-time reverse transcriptional (RT)-PCR 
 セルソーティングで分離された腫瘍細胞や腫瘍組織からの全 RNA 抽出は、mirVana TM 
miRNA Isolation Kit（Ambion）を用い、cDNA合成には Prime Script II cDNA Synthesis 
Kit（Takara Bio）を用いて逆転写反応を行った。Real-time RT-PCRには Light Cycler○R  
480（Roche）を用い、反応には Brilliant III Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix
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（Agilent Technologies）を用いた。内在性コントロールには GAPDH を使用した。




をキシレンで脱パラフィン後、エタノールで脱水処理を行った。抗原賦活化は pH 9.0 
Targent Rettieval Solution（Dako）もしくは pH 6.0のクエン酸緩衝液（三菱化学メディ
エンス）を用い、マイクロウェーブ法により行った。内因性ペルオキシダーゼ除去には 0.3%
過酸化水素水を用いた。一次抗体には抗ヒト CD271抗体、抗ヒト CK5/6抗体、抗ヒト CK8
抗体、抗ヒトNanog抗体、抗ヒトMMP1抗体、抗ヒトMMP2抗体、抗ヒトMMP10抗体、
抗ヒト CD34 抗体、そして抗ヒト Ki-67 抗体を用いた。一次抗体の宿主動物種、抗体の希
釈倍率、抗体の反応条件、それぞれの一次抗体に適応した抗原賦活化法、抗体の製造元な
どを表 2 に示す。一次抗体の反応後、ニューフクシン基質で発色予定の CD34 と Ki-67 の
スライドを除いて、それぞれの宿主に応じ、mouse LINKER（Dako）、もしくは rabbit 
Linker （Dako）にて 15分反応させ、二次抗体としてポリマー試薬を用い、DAB（Envision 
TM FLEX Kit、Dako）で発色させた。CD34と Ki-67染色では、二次抗体として Simple Stain 
AP (M)（Nichirei Biosciences）を用い、ニューフクシン基質（Nichirei Biosciences）で発
色させた。CD271 と CD34、もしくは Ki-67 の二重染色では、CD34 もしくは Ki-67 染色
を先行し行い、その後 CD271染色を上記プロトコールの通りに行った。 
 
６． In vivoでの腫瘍形成能 
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 単細胞分離された腫瘍組織は、先述のごとく EpCAM、CD271、CD44 の染色を行い
FACSAria TM II にて、EpCAM+CD271+細胞、EpCAM+CD271-細胞、EpCAM+CD44+
細胞、EpCAM+CD44-細胞にそれぞれ分画された。各細胞分画を、4℃で 200μlのMatrigel 





７． In vivoでの CDDP による化学療法 






 疾患特異的生存率と、無再発生存率の生存曲線は Kaplan-Meier 法を用いてグラフ化し、























の扁平上皮癌であり、それぞれ HPCM1～3と名付けた（図 1A）。マウスに生着した HPCM1
～3の腫瘍を切除し病理組織学的に検討したところ、いずれも元の臨床検体と同一の扁平上
皮癌の病理像である事を確認した（図 1B）。 





の 3.4%に発現していた。さらに、我々が今回注目した CD271は HPCM1～3のいずれの腫
瘍にも発現しており（図 2A）、その発現率は、繰り返し実験した結果、HPCM1 で 2.99～


































発現を Flow Cytometry を用いて調べた。CD271 の発現は、元の HPCM1 における 2.99
～20.1%に比して、46.5%と高値となっており（図 4）、スフェア培養により下咽頭癌におけ
る CD271陽性細胞分画が豊富となる事が示された。 
 次に CD271陽性細胞が増殖能の高い細胞分画であるかどうかを CD271と Ki-67の 2 重
染色によって検討した。CD271 陽性細胞は癌の基底層に存在したが、Ki-67 は基底層より
も、より分化した傍基底層の細胞で発現していた（図 5）。以上の結果より、CD271陽性細
胞は in vivoにおいて強い増殖能を持つ細胞集団ではない事が示唆された。 
 
２． CD271陽性細胞は in vivoにおける造腫瘍能と分化能をもつ 
 続いて、下咽頭癌 xenograft 株を用いて CD271陽性細胞の in vivoでの腫瘍形成能を検
討した。Xenograft腫瘍から得られた 30個から 100,000個の CD271陽性細胞と CD271陰
性細胞をそれぞれマウスの側腹部に皮下移植した（図 6A）。同一マウスにそれぞれ陽性細
胞、陰性細胞を右側、左側に移植することで、宿主環境因子の除外に努めた。移植前の CD271
陽性細胞と陰性細胞の純度は、いずれも 95.4％～99.5％の範囲内であることを Flow 
Cytometry により再確認した（図 6B）。腫瘍形成能の結果を表 3 に示す。HPCM1 では、
CD271 陽性細胞は 300 個以下の細胞数、特に 30 個の細胞でも極めて高率に腫瘍を形成し





を形成した細胞は 1 例を除いて全て CD271 陽性細胞であった。HPCM3 では CD271 陰性
細胞も腫瘍を形成したが、腫瘍形成頻度と腫瘍形成までの期間は CD271陽性細胞と比較し






















（図 7B）。下咽頭癌 xenograft 3株において、CD271陽性細胞は陰性細胞よりもMMP1発
現で 2.3～7.3 倍、MMP2 で 3.6～4 倍も高く、さらに HPCM3 においては、MMP10 の発
現で 40 倍以上高い値を示していた。さらに連続切片を用いた免疫組織染色により CD271
と MMP1、MMP2、MMP10 の発現を調べたところ、CD271 陽性細胞はいずれの MMPs







４． CD271陽性細胞は in vivoにおいて抗癌剤耐性である 
 CD271 陽性癌細胞が抗癌剤耐性であるか検討するため、頭頸部扁平上皮癌に対する化学
療法のファーストラインである CDDP の影響を検討した。当初、xenograft からの腫瘍の
初代培養系における通常の接着培地、スフェア培養のそれぞれの状況でのアッセイを予定
したが、初代培養の維持が困難であり不可能であった。そのため、我々は in vivoでの評価
を行った。HPCM1 の腫瘍を形成した xenograft に研究方法７に述べたごとく CDDP 投与
を行い、7 日目に腫瘍を採取し、CD271 の免疫組織染色を行った。腫瘍の中心部に平坦で
角化したCD271陰性細胞が存在するが、CDDP投与によりこれらの細胞が消失し、一方で、
基底層に主に発現している CD271 陽性細胞は、間質の周辺部で生存していた（図 11A）。
CD271 陽性細胞が CDDP 耐性である事を証明するため、CDDP 投与後 7 日目の腫瘍を採
取し、単細胞分離後に CD271の発現を Flow Cytometryにより検討した。CDDP 投与によ
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りCD271陽性の細胞分画がコントロールの腫瘍の 16.3%から 35.2%へと上昇した（図 11B）。
CDDP投与により CD271陰性細胞が減少し、相対的に CD271陽性分画が上昇したものと
推測され、CD271陽性細胞は CDDP耐性であると考えられた。次に、癌幹細胞の多剤耐性
は ATP トランスポーターの発現上昇と関与すると報告されている事から[18]、HPCM1 に
おいて、CD271 陽性細胞と CD271 陰性細胞における ATP トランスポーターの mRNA 発






５． 下咽頭癌における CD271高発現は予後不良のマーカーとなる 
臨床の下咽頭癌症例において CD271 発現が予後因子と相関するか否かを検討するため、











47.2%対 23.4%、p=0.023）（N2 以上：69.4%対 40.4%、p=0.009）。同様に、StageⅢ以上
の進行癌も有意に CD271 高発現群において頻度が高い結果であった（80.6%対 55.3%、
p=0.016）。続いて、Kaplan-Meier法を用いて 2群の 3年疾患特異的生存率を描き、Log-rank
検定を用いて両群の有意差検定を行った。3年疾患特異的生存率は CD271高発現群におい
て有意に低く、高発現群 54.3%、低～中等度発現群 83.2%（p=0.043）であった（図 12B）。
以上より、組織学的な CD271の発現強度は予後不良の指標となる事が示唆された。 




により CD271 の発現を調べた。正常粘膜も CD271 を発現している事から（図 3A）、癌部
の CD271 発現を非癌部の CD271 発現で除した値を CD271 発現強度として算出した。平
均 20か月の経過観察の間に 28例中 11例で再発を認めた。11例いずれも 18か月以内に再
発しており、18 か月無再発生存率を Kaplan-Meier 法に描く事とし、両群の有意差検定に











６． 下咽頭癌において、Nanogの発現は CD271高発現と相関する 
 下咽頭癌における CD271陽性細胞はNanogを高発現していたため、28例の下咽頭癌の
新鮮臨床腫瘍標本を用いて CD271発現とNanog発現の相関関係を調べた。CD271と同様
に癌部の Nanog 発現を非癌部の Nanog 発現で除した値を Nanog 発現強度として算出し、
1.5をカットオフ値とし、1.5以上をNanog高発現群、1.5以下をNanog低発現群と定義し
た。結果、Nanog高発群 8例、低発現群 11例であり、Nanog高発現群の 8例は全例 CD271



















れている。乳癌では CD44 陽性 CD24 陰性細胞が、癌幹細胞として同定された。CD44 陽
性 CD24陰性細胞は、CD44陽性、陰性、CD24陽性、陰性、いずれの系譜ももつ腫瘍を再
形成した[21]。頭頸部扁平上皮癌では、臨床腫瘍組織を用いて、xenograft モデルにより癌
幹細胞の同定を行った報告は現在まで 2 編のみである。Prince らは 5000 個の CD44 陽性
細胞が免疫不全マウスに腫瘍形成したとし[7]、Clay らはさらに少ない 500 個の ALDH 陽
性細胞が腫瘍形成したと報告した[22]。ALDH の陽性か否かは酵素活性によるため、純粋
な細胞表面マーカーとしては CD44 が頭頸部扁平上皮癌においては詳細まで検討されてい





 我々の用いた下咽頭癌の xenograft株では、免疫組織学的にも Flow Cytometryにおいて
も CD133は陰性であり陽性分画を認めなかった。一方、CD44陽性細胞と陰性細胞は同定
可能であったため、HPCM1株由来の両細胞分画を NOGマウスへ移植し、造腫瘍能の比較
検討を行った（表 6）。しかし、CD44陽性細胞と CD44陰性細胞間で in vivoでの造腫瘍能






る。例を挙げると CD44 陽性 CD24 陰性細胞は乳癌の癌幹細胞とされ、膵癌の癌幹細胞分
画は CD44陽性 CD24陽性[24]、卵巣癌では CD44陽性 CD117陽性が癌幹細胞である[25]
と報告されている。さらに、乳癌は管腔細胞型、基底細胞型、HER2 陽性型などに分類さ

















事を明らかにした。CD271 陽性細胞は約 2～20％の範囲内にあり、CD271 陽性細胞は in 
vivoで高い造腫瘍能を持ち、CD271陰性細胞を含む腫瘍を再形成した。これらの結果から、







































されている[41]。我々の下咽頭癌 xenograft株において CD271 陽性細胞は 3 株いずれにお
いても Nanog を高発現しており、さらには臨床検体においても Nanog 高発現群はすべて
CD271 高発現群に含まれていた。以上の研究結果より、下咽頭癌における CD271 陽性細
胞はNanogを高発現する事により、多能性幹細胞様の性質を得たものと考えられる。 
 治療抵抗性は癌幹細胞の特徴としてよく知られている。例えば神経膠腫における CD133
陽性細胞は放射線抵抗性であり[42]、乳癌における CD44 陽性 CD24 陰性細胞は抗癌剤抵
抗性である[43]。治療抵抗性は再発などの治療不成功という結果に結びつく。本研究におけ
る in vivoでのCDDP投与実験から、CD271陽性細胞はCDDP抵抗性であると考えられる。
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図 1．下咽頭癌 xenograft株 






図 2．下咽頭癌 xenograft株における CD271発現 
 （A）xenograft3株由来の腫瘍を単細胞分離し、Flow Cytometryにて CD271の発現を
調べた。青色ピーク（コントロール抗体染色）、赤実線（CD271抗体染色）。（B）xenograft 
3 株から得られた腫瘍の CD271 免疫組織染色を行った（a,b,c）。免疫組織学的陽性は茶色
で示される。それぞれの拡大像は四角で囲った領域から平行の矢印で示した。赤線は腫瘍
と間質の境界線を示す（d）。赤線は CD271 陽性細胞と CD271 陰性細胞の境界を示し、赤
と青の矢頭はそれぞれ CD271陽性細胞と CD271陰性細胞を示す（e）。Scale bar：100μ








ューフクシン基質による CD34の免疫組織染色（a）と CD34（ニューフクシン）と CD271




図 4．下咽頭癌スフェアコロニーにおける CD271発現 
 HPCM1 のスフェアコロニー形成能（左）とスフェア形成細胞における CD271 発現の
Flow Cytometryによる解析（右）。スケール：25μm。 
 
図 5．Ki-67陽性細胞と CD271陽性細胞の局在 
 下咽頭癌臨床標本を用いた Ki-67と CD271の二重染色。Ki-67はニューフクシン染色で
核が赤色に染色され（赤矢頭）、CD271 は DAB 染色で茶色に染色された。スケール：100
μm。 
 
図 6．CD271陽性細胞の in vivoにおける造腫瘍能と分化能 




分画の Flow Cytometry。陰性率と陽性率はいずれも 96.8～99.5%の範囲内にあった。（C）
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図 8．Xenograft 株における CD271、Nanog、MMP1、MMP2、MMP10 発現の免疫組織
学的な解析 
 Xenograft株腫瘍の連続切片を用いて Nanogと CD271（A）、MMPsと CD271（B）の
免疫組織染色を行った。免疫組織学的陽性は茶色で示される。スケール：100μm。 
 
図 9．HPCMs由来の CD271陽性細胞と陰性細胞における Sox2と Oct-4の発現 
 下咽頭癌 xenograft3 株由来の CD271 陽性細胞と CD271 陰性細胞における Sox2 と
Oct-4 の発現を Real-time RT-PCR にて比較する。内在性コントロールには GAPDH を用
 38 
 










図 11．Xenograft株 HPCM1における CD271陽性細胞の化学療法に対する抵抗性 
（A）HPCM1 を移植した NOG マウスに対し、CDDP7.5mg/kg 投与 1 週間後に腫瘍を
採取し、CD271の発現を免疫組織染色にて、CDDP非投与（コントロール）の腫瘍と比較
した。それぞれの拡大像は四角で囲った領域より平行の矢印で示す。スケール：100μm。
（B）上記の CDDP投与 1週間後と CDDP非投与（コントロール）の腫瘍由来の細胞にお
ける CD271の発現を Flow Cytometryにて比較した。（C）上記 CDDP非投与（コントロ
ール）の腫瘍由来の CD271陽性細胞と CD271陰性細胞における ABCC2、ABCB5、ABCG2
遺伝子発現をReal-time RT-PCRにて比較した。内在性コントロールにはGAPDHを用い、





図 12．下咽頭癌組織における CD271の発現と予後との比較 
 （A）手術もしくは生検によって得られた 83 例の下咽頭癌臨床検体について CD271 免
疫組織染色を行った。腫瘍内の 50％以上の範囲で CD271陽性である検体を CD271高発現
群とし、50%以下のものを CD271 低～中等度発現群と定義した。それぞれ代表的な検体 3
例を示す。（B）CD271高発現群と CD271低～中等度発現群の Kaplan-Meier法を用いた 3
年疾患特異的生存率の解析。＊統計学的有意差あり。（C）下咽頭癌 28例の臨床検体におけ
る CD271遺伝子発現を Real-time RT-PCRで調べ、予後との関連性を解析した。内在性コ
ントロールとして GAPDH 遺伝子発現を基に、癌組織での CD271 発現を正常粘膜での




図 13．下咽頭癌における CD271発現とNanog発現の相関 
 下咽頭癌 28例の臨床検体において、Nanogの発現をReal-time RT-PCRにより検討した。
内在性コントロールとして GAPDH 遺伝子発現を基に、正常粘膜に対する癌組織での




図 14．下咽頭癌における CD271陰性細胞と CD271陽性細胞間の可塑性 



















T期 N期 M期 Stage 亜部位 組織型
HPCM1 3 2b 0 IVa 梨状陥凹 扁平上皮癌
HPCM2 3 2c 0 IVa 梨状陥凹 扁平上皮癌
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図 6　CD271陽性細胞の in vivoにおける造腫瘍能と分化能
HPCM1











































































































































































         MMP10発現の免疫組織学的な解析
図 9　HPCMs由来の CD271陽性細胞と陰性細胞における
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宿主動物種 希釈倍率 反応温度 反応時間 抗原賦活化 製造元
抗ヒトCD271抗体 マウス 4000倍 37℃ 20分 pH9.0 BD Boscience
抗ヒトCK5/6抗体 マウス 500倍 37℃ 30分 pH9.0 Dako
抗ヒトCK8抗体 マウス 100倍 37℃ 30分 pH9.0 Dako
抗ヒトNanog抗体 ラビット 800倍 4℃ over night pH6.0 CST
抗ヒトMMP1抗体 ラビット 50倍 37℃ 30分 pH6.0 abcam
抗ヒトMMP2抗体 マウス 1000倍 37℃ 30分 pH6.0 abcam
抗ヒトMMP10抗体 マウス 3000倍 37℃ 30分 pH9.0 abcam
抗ヒトCD34抗体 マウス 希釈なし 37℃ 30分 pH9.0 Nichirei Bioscience
抗ヒトKi-67抗体 マウス 10倍 37℃ 30分 pH9.0 Santa Cruz Biotechnology
表2　免疫組織染色に用いた一次抗体リスト
2 4 6 8 10
HPCM1 CD271
+ 30 0/6 1/6 2/6 4/6 4/6
CD271
- 30 0/6 0/6 0/6 0/6 1/6
CD271
+ 100 0/4 1/4 3/4 3/4 3/4
CD271
- 100 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
CD271
+ 300 0/4 1/4 4/4 4/4 4/4
CD271
- 300 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
CD271
+ 1,000 0/2 1/2 2/2 2/2 2/2
CD271
- 1,000 0/2 0/2 2/2 2/2 2/2
HPCM2 CD271
+ 100 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
CD271
- 100 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
CD271
+ 300 0/6 0/6 0/6 1/6 1/6
CD271
- 300 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6
CD271
+ 1,000 0/8 1/8 2/8 4/8 4/8
CD271
- 1,000 0/8 0/8 1/8 1/8 1/8
CD271
+ 10,000 0/2 1/2 1/2 1/2 1/2
CD271
- 10,000 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
HPCM3 CD271
+ 30 0/4 0/4 1/4 1/4 1/4
CD271
- 30 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
CD271
+ 100 0/4 0/4 0/4 1/4 1/4
CD271
- 100 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
CD271
+ 300 0/4 0/4 1/4 2/4 3/4
CD271
- 300 0/4 0/4 1/4 1/4 1/4
CD271
+ 1,000 0/4 0/4 3/4 4/4 4/4
CD271
- 1,000 0/4 0/4 0/4 2/4 2/4
CD271
+ 10,000 0/4 0/4 4/4 4/4 4/4
CD271
- 10,000 0/4 0/4 0/4 3/4 4/4
CD271
+ 100,000 0/2 2/2 2/2 2/2 2/2
CD271








T4 16 10 6 0.086 (≧T4)
T3 12 7 5 ＊0.023 (≧T3)
T2 37 15 22 ＊0.041 (≧T2)
T1 18 4 14
N3 3 1 2 0.721 (≧N3)
N2 41 24 17 ＊0.009 (≧N2)
N1 6 1 5 0.051 (≧N1)
N0 33 10 23
IV 43 25 18 ＊0.005 (≧IV)
III 12 4 8 ＊0.016 (≧III)
II 18 5 13 0.112 (≧II)
I 10 2 8
男性 81 36 45 0.21
女性 2 0 2
平均 67.1 70.8 64.2 ＊0.0003











症例数  高発現 低発現
28 17 11
pT4 9 7 2 0.197 (≧pT4)
pT3 11 8 3 ＊0.022 (≧pT3)
pT2 8 2 6 無 (≧pT2)
pT1 0 0 0 無
pN3 0 0 0 無 (≧pN3)
pN2 17 10 7 0.558 (≧pN2)
pN1 3 3 0 0.376 (≧pN1)
pN0 8 4 4 無
IV 18 11 7 0.679 (≧IV)
III 6 5 1 0.153 (≧III)
II 4 1 3 無 (≧II)
I 0 0 0 無
男性 26 16 10 0.64
女性 2 1 1
有 11 10 1 ＊0.011
無 17 7 10
平均 67.4 68.5 65.8 0.197












細胞分画 100 300 1000 3000 10000
CD44
+ 3/7 5/6 3/3 1/1 1/1
CD44
- 4/7 4/6 1/1 1/1 1/1
移植細胞数
表6　CD44陽性細胞とCD44陰性細胞の造腫瘍能（HPCM1)
